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INTRODUCTION 

La presente invention concerne un procede de production d'acides gras. 
Elle concerne plus particulierement un procede de production d'acides gras a 
5 chaine aliphatique non lineaire. Le procede de I'invention reside plus 
particulierement dans I'utilisation de plantes modifiees genetiquement. Les 
acides gras ainsi produits, sous forme libre ou non, eventuellement modifies par 
voie chimique ou enzymatique, peuvent etre utilises dans la fabrication de 
differents produits industriels, notamment de lubrifiants de type huile hydraulique 

10 ou huile moteur. 

Les acides gras sont des acides a chaine aliphatique longue 
generalement comprise entre 6 et 25 atomes de carbone. La chaine aliphatique 
peut etre lineaire ou non lineaire (egalement designee ramifiee). Les acides gras 
produits naturellement se presentent soit sous forme libre, soit sous forme 

15 esterifiee, notamment sous forme de diglycerides ou triglycerides. Les acides 
gras sont generalement utilises dans differents types d'industries, notamment 
pour la preparation de bases lubrifiantes d'origine naturelles ou dans des 
detergents, adjuvants, ou encore dans la constitution de biocarburants. Pour 
toutes ces applications, il est particulierement avantageux de pouvoir utiliser des 

20 acides gras d'origine naturelle, notamment derives de matiere vegetale. Ainsi, 
differents precedes de production et ^extraction d'acides gras a partir de plantes 
(notamment de graines de plantes) ont ete decrit dans Tart anterieur (voir 
notamment Harrington et al, Ind. Eng. Chem. Prod. Res. Dev. 1985, Vol. 24, 
page 314; FR 2 722 798). Par ailleurs, la demande WO 94/13814 est relative a 

25 des cellules de plantes genetiquement modifiees par une enzyme impliquee 
dans le transfert des acides gras libres sur le cholesterol. Neanmoins, si cette 
demande permet de modifier la composition des triglycerides, elle ne permet 
nullement d'alterer la structure de la chaine aliphatique des acides gras. 

L'un des inconvenients majeurs des procedes anterieurs utilisant des 

30 plantes, reside precisement dans la faible diversite des acides gras que Ton peut 
obtenir. Ainsi, les plantes produisent naturellement essentiellement des acides 



gras a chaine aliphatique lineaire de type C6 a C24. Or, les etudes realisees par 
la Societe demanderesse ont montre que pour obtenir une bonne base 
lubrifiante, il eta it particulierement avantageux d'utiliser des acides gras a chaine 
aliphatique non lineaire (ou ramifiee). Ainsi, la Demanderesse a montre que 
5 Temploi d'acides gras (libres ou non) a chaTne aliphatique ramifiee, permettait 
d'obtenir des produits de type lubrifiant presentant une bonne stabilite 
thermique, une bonne resistance a I'oxydation, une bonne viscosite, une bonne 
biodegradabilite ainsi que des points de fusion bas. 

II existe done un reel besoin de disposer de precedes permettant de 

10 produire efficacement des acides gras ramifies. La presente invention apporte 
justement une solution avantageuse a ces besoins en decrivant des procedes 
bases sur la modification genetique de plantes. 

Ainsi, un premier aspect de I'invention concerne un procede de production 
d'acides gras ramifies au moyen de plantes genetiquement modifiees. 

15 Un autre aspect de I'invention reside dans des plantes genetiquement 

modifiees capables de produire des acides gras ramifies et dans un procede de 
preparation de telles plantes. Un autre aspect de Pinvention reside egalement 
dans des cellules de plantes contenant un acide nucleique recombinant codant 
pour un produit induisant ou stimulant la synthese dans ladite cellule d'acides 

20 gras ramifies. 

La presente invention est egalement relative a I'acide nucleique 
recombinant tel que defini ci-dessus et a tout vecteur le comportant. 

Description pEtaillEe de (.'invention . 

25 La presente invention est done relative a un procede de production 

d'acides gras ramifies a partir de plantes genetiquement modifiees, a des 
plantes et cellules de plantes genetiquement modifiees produisant des acides 
gras ramifies, ainsi qu'a des acides nucleiques recombinants et des vecteurs les 
contenant, utilisables a cet effet. 

30 Au sens de I'invention, on entend par acide gras ramifie, tout acide gras 

possedant une chaTne aliphatique ramifiee. II s'agit preferentiellement d'un acide 



gras possedant une chaine aliphatique en C6 a C24, encore plus 
preferentiellement en C12 a C24. Des xemples de tels acides, essentiellement 
sous forme saturee et non encore ramifiee sont notamment I'acide caprique 
(C10), le laurique (C12), le myristique (C14), le palmitique (C16), le stearique 
(C18), reicosanoique (C20), le docosanoTque (C22), le tetracosanoique (C24) et 
des melanges de ceux-ci. La chame aliphatique des acides gras ramifies de 
I' invention peut etre ramifiee en une ou plusieurs positions par differents 
groupements. Avantageusement, la chaine aliphatique comporte une a quatre 
ramifications localisees dans la partie centrale de la chaine aliphatique et/ou 
dans sa partie terminale opposee a fa fonction acide. Plus preferentiellement, la 
ou les ramifications sont localisees sur un ou plusieurs carbone compris entre 
les positions 8 et 15 de la chaine aliphatique. Par ailleurs, le groupement ramifie 
peut etre tout groupe alkyl, de preference un alkyl en C1 a C5, encore plus 
preferentiellement un methyle, ethyle, propyl, isopropyl, butyle, terbutyl. Un 
groupement ramifie particulierement prefere est un groupement methyle. Des 
acides gras particuliers au sens de I'invention sont par exemple Tacide methyl 9 
octadecanoTque ; I'acide methyl 10 octadecanoTque ; I'acide dimethyl 9,12 
octadecanoTque ; Tacide dimethyl 10,12 octadecanoTque; I'acide dimethyl 9,13 
octadecanoique; I'acide dimethyl 10,13 octadecanoique ; I'acide dimethyl 9.12 
oleique ; I'acide dimethyl 10,12 oleique; I'acide dimethyl 9,13 oleique ; I'acide 
dimethyl 10,13 oleique ou encore I'acide 2, 4, 6, 8-tetramethyldecanoique. 

Par ailleurs, les acides gras ramifies selon I'invention peuvent etre des 
acides gras ramifies sous forme libre ou sous forme de derives. II peut s'agir 
notamment d'esters d'acide gras ramifie, tels que des monoesters, diesters ou 
triesters du glycerol (triglyceride). Dans le cas de di- ou triglycerides, il n'est par 
ailleurs pas necessaire que la totalite des acides gras presents dans la molecule 
soit ramifiee. Ainsi, un triglyceride peut comporter 1, 2 ou 3 acides gras ramifies. 
II est toutefois preferable que la proportion d'acides gras ramifies dans les esters 
ou autres derives soit elevee. 
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On designe au sens de ['invention par "acide nucleique recombinant", tout 
acide ribonucleique ou desoxyribonucleique construit par les techniques du 
genie genetique. II peut s'agir en particulier d'un ADN complementaire, d'un ADN 
genomique ou d'un ARN messager. Un tel acide nucleique peut par ailleurs etre 
5 d'origines variees, notamment bacterienne, virale, vegetale, mammifere, 
synthetique ou semi-synthetique. Un acide nucleique recombinant peut etre 
prepare en utilisant les techniques connues de I'homme du metier, et notamment 
par criblage de banques d'acides nucleiques avec des sondes appropriees, par 
synthese chimique (en utilisant des synthetiseurs d'acides nucleiques), par 
10 digestions/ligatures enzymatiques, etc. ou toute combinaison de ces methodes. 

Un premier objet de I'invention reside plus particulierement dans une 
cellule de plante comprenant un acide nucleique recombinant codant pour un 
produit induisant ou stimulant dans ladite cellule la synthese d'acide(s) gras 
15 ramifie(s). 

La cellule de plante selon I'invention peut etre toute cellule de plante. II 
peut s'agir plus preferentiellement d'une cellule de plante cultivable, et capable 
de regenerer une plante. Avantageusement, il s'agit d'une cellule de plante 
oleagineuse, telle que par exemple le colza, le tournesol, I'arachide, le soja ou 

20 encore le maTs. II peut egalement s'agir d'une cellule de plante de type tabac. 

La cellule selon I'invention est done genetiquement modifiee, de sorte 
qu'elle comprend dans son genome sous forme libre ou integree, un acide 
nucleique recombinant codant pour un produit induisant ou stimulant la synthese 
d'acide gras ramifie. Les cellules de plantes de I'invention comportent done des 

25 acides gras dont une fraction est constitute d'acides gras ramifies. Selon les 
applications envisagees, il peut etre avantageux que cette fraction represente 
une proportion substantielle des acides gras totaux. Avantageusement, I'acide 
nucleique recombinant est present dans la cellule sous forme integree au 
genome de ladite cellule, de maniere a etre plus stable segregationellement. 

30 Un produit est designe comme induisant la synthese d'acide gras ramifie 

lorsqu'il permet a la cellule de plante le contenant d'effectuer une synthese 
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qu'elle n'aurait pu realiser en son absence. On parle d'un produit stimulant la 
synthese d'acide gras ramifie, lorsqu'il s'agit d'un produit qui permet a la cellule 
de plante le contenant de favoriser une voie d synthese preexistante dans 
ladite cellule mais non ou peu exploitee par celle-ci, par exemple pour des 
5 raisons de stoechiometrie. ou de specificite de substrat. L'acide nucleique 
recombinant utilise dans la presente invention, peut coder plus particulierement, 
pour un produit capable d'induire une ramification des acides gras produits par 
la cellule post-synthese ou pour un produit permettant d'effectuer une 
ramification concomitante a ladite synthese. Ces deux approches sont par 
10 ailleurs combinables. 

Les acides gras sont synthetises par les cellules de plantes dans le 
chloroplaste. Cette synthese comprend plusieurs cycles repetitifs au cours 
desquels des unites carbonees sont ajoutees successivement les unes aux 
autres pour generer la chaTne aliphatique grasse. Apres leur synthese, ces 
15 acides gras lineaires sont exportes vers le cytoplasme ou ils subissent 
differentes modifications post-synthese (ou post-elongation) et notamment une 
desaturation par des enzymes designes desaturases. 

Dans un premier mode de realisation, l'acide nucleique recombinant code 
pour un produit permettant d'induire ou de stimuler la ramification post-synthese 
des acides gras produits par ladite cellule de plante. Plus particulierement, selon 
ce premier mode de realisation de I'invention, l'acide nucleique recombinant 
code pour une enzyme permettant le transfert d'un ou plusieurs groupements 
alkyl sur la ou les doubles liaisons des acides gras insatures. 

Les groupements alkyl transferes peuvent etre, comme indique ci-avant, 
25 tout groupement alkyl comportant de 1 a 5 atomes de carbone 
preferentiellement. II s'agit avantageusement de groupements alkyl comprenant 
de 1 a 3 atomes de carbone et notamment de groupement methyle, ethyle, 
propyl ou isopropyl. 

Avantageusement, l'acide nucleique recombinant code pour une enzyme 
heterologue, c'est-a-dire une enzyme issue d'un organisme autre qu'une cellule 
de plante. Plus particulierement, I'enzyme utilisee provient avantageusement 



20 
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(fun microorganisme procaryote ou eucaryote telle que par exemple une 
bacterie ou un levure. 

On peut citer a titre illustratif des acides nucleiques recombinants selon 
I'invention d'un acide nucleique recombinant codant pour la cyclopropane fatty 
5 acide synthase encore designee CFAS. L'acide nucleique peut egalement coder 
pour des methyl transferase tel que par exemple des SAM-methyl transferase 
c'est-a-dire des enzymes capables de catalyser le transfert d'un groupement 
methyle depuis la SAM (S-Adenosyl-Methionine) vers un acide gras insature ou 
plus generalement vers une double liaison d'une chaine aliphatique. Un acide 

10 nucleique recombinant particulier au sens de I'invention code par exemple pour 
la cyclopropane fatty acide synthase telle que decrite par Wang et al 
(Biochemistry 31 (1992) 1 1020) ou pour toute enzyme analogue a cette. derniere. 
On entend au sens de la presente invention par le terme "analogue" toute 
enzyme possedant une ou plusieurs modifications structurales par rapport a 

15 I'enzyme decrite ci-avant et conservant une activite de transfert de groupement ^ 
alkyl sur les doubles liaisons de chaine aliphatique. Ces modifications vV .^ 
structurales peuvent etre des mutations, des deletions, des substitutions ou des 
additions d'un ou plusieurs acides amines. Le terme "analogue" comprend 
egalement les sequences homologues obtenues a partir d'autres organismes. Un 

20 autre "analogue" est une enzyme produite par un acide nucleique hybridant avec 
tout ou partie de la sequence de la transferase ou la synthase et conservant une 
activite de meme nature. L'hybridation est avantageusement realisee dans des 
conditions de stringence normale, ou plus preferentiellement forte. Des 
conditions d'hybridation stringentes sont par exemple : Hybridation a 42°C, 50% 

25 formamide, 5 X SSC, 1 X Denhardt ; Lavage a 65°C en 0,1 X SSC, 0,1% SDS. 
Des conditions d'hybridation non-stringentes sont par exemple : Hybridation a 
37°C, 40% formamide, 5 X SSC, 1 X Denhardt ; Lavage a 50°C en 1 X SSC, 
0,1% SDS. Les conditions stringentes sont particulierement adaptees lorsque 
I'acide nucleique test est present en faibles quantites et/ou sous forme peu 

30 purifiee. Les conditions non stringentes sont plus adaptees lorsque I'acide 
nucleique test est present en quantites plus importantes et se trouve sous forme 



7 



significativement representee dans I'echantillon. D'autres conditions 
d'hybridation sont bien connues de I'homme du metier (voir notamment Maniatis 
et al). 

5 Par ailleurs, ce mode de realisation consistant a transferer un groupement 

alkyl sur une chaTne aliphatique fait appel aux groupements alkyl ou donneurs 
d'alkyl presents dans ladite cellule. A cet egard, pour le transfert d'un 
groupement methyl, les reserves de la cellules sont principalement constitutes 
par le groupement SAM. Aussi, dans le but d'ameliorer encore I'efficacite de 

10 cette reaction, et done le rendement en acides gras ramifies, un mode de 
realisation particulier consiste a introduire dans la cellule de plante, en plus de 
I'acide nucleique codant pour le produit defini ci-dessus, un second acide 
nucleique codant pour une enzyme impliquee dans la synthese du donneur 
d'alkyl. Preferentiellement, il s'agit d'un acide nucleique codant pour une enzyme 

15 de synthese du SAM. Encore plus preferentiellement, il s'agit d'un acide 
nucleique codant pour la SAM synthetase ou un analogue de celle-ci. Cet acide 
nucleique peut etre introduit par I'intermediaire d'un second acide nucleique 
recombinant, de maniere simultanee avec le premier ou sequentiellement. Selon 
un autre mode de mise en oeuvre, les acides nucleiques codant pour les deux 

20 enzymes sont portes par le meme acide nucleique recombinant. 

Selon un deuxieme mode de realisation de la presente invention, I'acide 
nucleique recombinant contenu dans la cellule de plante, code pour un produit 
permettant d'induire ou de stimuler I'incorporation dans la chaTne aliphatique 

25 d'acide gras en cours d'elongation, de groupements generant une ou des 
ramifications. Selon cette deuxieme approche, il ne s'agit done pas d'effectuer 
une modification post-synthese sur les acides gras produits mais d'effectuer une 
ramification de maniere concomitante a ladite synthese. 

Ce mode de realisation est preferentiellement obtenu en forcant la cellule 

30 de plante a utiliser, comme substrat pour la synthese de la chaTne aliphatique, 
un groupement Acyl-CoA comportant un nombre d'atomes de carbone superieur 
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a 3, de preference entre 4 et 8 a la place du malonyl CoA. Avantageusement, le 
substrat utilise est un group ment Acyl-CoA non lineaire. Encore plus 
preferentiellement, il s'agit d'un groupement Acyl-CoA non lineaire permettant 
I' incorporation dans la chaine aliphatique en cours d'elongation d'un groupement 
5 a nombre impair d'atomes de carbone. Cette strategie permet par exemple 
d'obtenir des acides gras ramifies dits multibranches, tels que par exemple 
I'acide 2, 4, 6, 8-tetramethyldecanoique. Un exemple particulier de substrat de 
type Acyl-CoA est par exemple le methylmalonyl CoA. Le methylmalonyl CoA est 
un groupement non lineaire, comportant 4 atomes de carbone, dont trois servent 

10 a I'elongation. Dans ce cas, dans le but de forcer la plante a utiliser ce substrat 
pour la synthese de la chaine aliphatique, il est particulierement avantageux 
d'introduire dans la cellule de la plante un acide nucleique recombinant codant 
pour une malonyl CoA decarboxylase (E.C. N° 4.1.1.9). Le mode d'action de 
cette enzyme ainsi que de maniere plus generate la voie de synthese des acides 

15 gras ramifies par les cellules modifiees selon cette strategie est represents sur la 
figure 1 . II est entendu que tout autre enzyme analogue a celle mentionnee ci- 
dessus et capable de forcer la plante a utiliser un acyl-CoA comportant plus de 3 
atomes de carbone, de preference 4 a 8, comme substrat dans la synthese des 
chaines aliphatiques des acides gras, peut etre utilisee dans la presente 

20 invention. A titre d'exemple particulier de telles enzymes, on peut citer 
notamment la malonyl CoA decarboxylase dont la sequence nucleotidique a ete 
decrite dans la litterature (Cf les exemples), ainsi que tout analogue de celle-ci. 

Ce deuxieme mode de realisation peut egalement etre obtenu en 
modifiant la specificite des enzymes impliquees dans la synthese de la chaine 

25 aliphatique grasse, notamment en modifiant la specificite de I'enzyme qui 
empeche le transfert du malonyl CoA sur le malonyl ACP, et en particulier la 
specificite de tout ou partie de la Fatty Acid Synthase, de Tacetyl CoA 
carboxylase ou de I'acetyl CoA transacylase. A cet egard, la Fatty Acid Synthase 
est constitute d'un complexe multi-enzymatique et la modification de sa 

30 specificite peut etre obtenue par modification d'une, plusieurs, voire toutes les 
sous-unites. 
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.ocaiis.es en , q ui peuvent deriver soi, dile men du gtnT W ^ 
de regions d.utres g,nes, ,,s due ceux notammen. d~ ~ 
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(nos) ou encore de Poctopine synthase (ocp) de la mannopin, de I'agropine ou 
de I'ACP. 

L'acide nucleique recombinant qui comporte done avantageusement une 
region regulatrice de la transcription, un gene ou une region codant pour un 
5 produit actif tel que defini ci-avant, et des regions terrninatrices en 3\ est 
avantageusement introduit dans un vecteur piasmidique de clonage ou 
d'expression. 

Un autre objet de invention concerne plus particulierement un acide 
nucleique recombinant comprenant 
10 - un acide nucleique codant pour un produit tel que defini ci-avant, 

- un promoteur controlant I'expression dudit acide nucleique dans une 
cellule de plante, et t 

- une region 3' de terminaison de la transcription. 

is Les acides nucleiques recombinants de I'invention peuvent par ailleurs 

comporter des signaux d'adressage, permettant d'ameliorer I'adressage des 
proteines synthetisees vers les compartiments cellulaires ou elles exercent leur 
activite. Lorsque le produit synthetise est un produit implique dans le transfert de 
groupements alkyl sur des chaines grasses post-elongation, la proteine exerce 

20 son activite dans le cytoplasme et ne necessite done pas de signaux 
d'adressage particuliers. Lorsque le produit intervient sur la synthese meme des 
chaines grasses, il exerce son activite au sein des chloroplastes et il peut etre 
avantageux d'utiliser un signal permettant I'adressage de ce produit dans le 
chloroplaste. De tels signaux sont connus dans Tart anterieur. 

25 

Un autre objet de la presente invention est egalement relatif a un vecteur 
comportant un tel acide nucleique recombinant. Un tel vecteur peut notamment 
etre un derive du vecteur Ti. 

30 Les acides nucleiques recombinants ou vecteurs de I'invention peuvent 

etre introduits dans les plantes par toute technique connue de I'homme du 
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metier, et notamment par des techniques chimiques, physiques ou biologiques. 
Les techniques chimiques impliquent par exernple Temploi cTagents transfectants 
facilitant la penetration cellulaire. Les techniques physiques sont par exernple 
I'electroporation, le bombardement, les M gene guns", etc. Une technique 
5 biologique bien connue et particulierement efficace consiste a utiliser des 
infiltrations sous vide ou co-culture, vecteurs viraux ou, preferentiellement, 
Agrobacterium tumefaciens, qui permet d'introduire du materiel genetique dans 
les cellules de plantes au moyen du plasmide Ti. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme du metier. Apres transformation, les cellules de plantes 

10 contenant effectivement I'acide nucleique selon ('invention sont selectionnees. 
Ces cellules peuvent alors etre maintenues en culture, eventuellement 
multipliees en culture, et utilisees directement pour la production d'acides gras 
ramifies (cultures en batch, fed batch, etc.). Ces cellules peuvent egalement etre 
stockees en vue d'une utilisation ulterieure. Ces cellules peuvent egalement etre 

15 utilisees pour regenerer des plantes transgeniques, selon les techniques 
classiques de la biologie vegetale. 

Un autre objet de I'invention porte done sur un procede de preparation 
d'une plante transgenique capable de produire des acides gras ramifies, 

20 comprenant Introduction d'un acide nucleique recombinant tel que defini ci- 
avant dans une cellule ou partie de plante et la regeneration, a partir de ces 
cellules ou parties de plantes d'une plante transgenique. Avantageusement, 
Introduction est realisee en utilisant Agrobacterium. Dans un mode particulier, 
('introduction est realisee sur des cellules de plantes ou des disques foliaires. La 

25 regeneration est effectuee par toute technique connue de I'homme du metier. 

Un autre objet de ('invention porte sur une plante transgenique dont les 
cellules contiennent un acide nucleique recombinant tel que decrit ci-dessus et 
codant pour les enzymes permettant d'induire ou de stimuler la ramification post- 
synthese des acides gras produits par ladite cellule de plante, ou des sequences 

30 permettant d'induire ou de stimuler ('incorporation dans la chaine aliphatique 
d'acide gras en cours d'elongation, de groupernents ramifies. 
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Les plantes transgeniques de I'invention contiennent I'acide nucleique 
recombinant integre de fagon stable dans leur genome, tant dans celui des 
cellules germinales que celui des cellules somatiques. 

L' invention concerne egalement tout materiel vegetal issu d'une telle 
5 plante, et notamment les graines. 

L' invention est egalement relative a un procede de production d'acides 
gras ramifies par culture d'une cellule telle que definie ci-avant et recuperation 
des acides gras produits. 

L' invention concerne egalement un procede de production d'acides gras 
10 ramifies par culture cellulaire d'une cellule de plante comprenant : 

- la culture de ces cellules dans un milieu approprie a leur croissance, 

- ('extraction et la purification des acides gras ramifies a partir de la 
biomasse cellulaire, et notamment a partir de ces cellules ou du surnageant de 
ladite culture. 

15 L' invention concerne en outre un procede de preparation d'acides. .gras 

ramifies par extraction a partir d'une plante transgenique dont les cellules 
contiennent un acide nucleique recombinant tel que defini ci-dessus, selon 
lequel lesdits acides gras sont recuperes a partir de toute partie de ladite plante, 
et notamment des graines de ladite plante. 

20 L'invention concerne un procede de preparation d'acides gras ramifies a 

partir d'une plante transgenique dont les cellules contiennent un acide nucleique 
recombinant comprenant : 

- la culture en champs desdites plantes transgeniques ; 

- la recuperation des graines desdites plantes ; 

25 - ('extraction des acides gras a partir de ces graines. 

L'invention concerne plus generalement I'utilisation d'une plante 
transgenique regeneree a partir d'une cellule telle que definie ci-avant, pour la 
production d'acides gras ramifies. 

L'invention concerne egalement I'utilisation d'une plante ou partie d'une 
30 plante transgenique dont au moins certaines des cellules comprennent un acide 
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nucleique recombinant tel que defini ci-avant, pour la production d'acides gras 
ramifies. 

L'invention porte enfin sur des acides gras ramifies susceptibles d'etre 
obtenus par le procede tel que decrit ci-avant. 

La presente demande sera decrite plus en details a I'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

L.EGENDE DES FIGURES 

F 'fl ure 1 : Schema de la synthese des acides gras dans le chloroplaste des 
cellules de plante 

Fig . ure 2 : Representation d'un acide nucleique recombinant comprenant un 
gene codant pour une transferase sous controle du promoteur CaMV 35S 
(Figure 2A) ou nos (Figure 2B). 

F 'q ure 3 : Representation d'un acide nucleique recombinant comprenant un 
gene codant pour la SAM synthase. 

F 'g ure 4 : Representation d'un acide nucleique recombinant comprenant un 
gene codant pour la malonyl-CoA decarboxylase. 

Exemple A : Construction d'une cellule de plante genetiquement modifiee 

CAPABLE DE PRODUIRE DES ACIDES GRAS RAMIFIES PAR ALKYLATION POST-ELONGATION 

Cet exemple illustre la construction de plantes genetiquement modifiees 
capables de produire des acides gras ramifies par alkylation post-elongation, 
plus particulierement par methylation post-elongation. En particulier, cet exemple 
decrit I'insertion par genie genetique dans le genome de la plante d'un gene ou 
d'un ensemble de genes codant pour : 

. d'une part, une ou des transferases, par exemple des methylases ou des 
methyltransferases (de type Cyclopropane Fatty Acide synthase i.e. CFA 
synthase, par exemple) capable de catalyser I'addition des groupements 
methyles (ou autres alkyls : ethyle, propyl, isopropyl...) sur les doubles liaisons 
d'acides gras insatures; et, 



14 



. cTautre part, d'un ou plusieurs genes permettant d'augmenter le pool de 
groupements donneurs de methyle (S-Adenosyl Methionine i.e. SAM), 
notamment du gene codant pour la S-Adenosyl Methionine synthetase (SAM 
synthetase). 

5 La construction de ces plantes transgeniques selon ('invention est 

effectuee selon les etapes suivantes. 

Etape 1 : Materiel v£g£tal utilise 

Les plantes modeles de tabac de type SR1 (Horsch et al., 1985 Science, 

10 22, 1229-1231) ou BY2 (Nagata et al., 1992 Int. Rev. Of Cytol., 132, 1-30) sont 
utilisees, dans un premier temps, pour realiser les experimentations. En effet, 
ces deux especes modeles sont facilement transformables par Agrobacterium 
tumefaciens (Van Lijsebettens et al., 1986, J. Mol. Biol., 188, 129-145 ; Shaul et 
al. 1986; Shaul et al., 1996 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 4868-4872) et 

15 permettent la regeneration de nouvelles plantes. Toutes plantes oleagineuses 
telles que colza, tournesol, arachide, soja, mais, etc. peuvent bien entendu etre 
utilisee de la meme maniere. 

Etape 2 : Constructions g£niques . 

20 La transformation genetique consiste a introduire un acide nucleique 

recombinant comprenant une cassette d'expression comprenant le gene a 
transferer, le promoteur d'expression de ce gene qui pourra permettre une 
expression constitutive, spatiale ou temporelle, et une region 3' de terminaison 
de la transcription. Dans ce qui suit sont decrits les differents elements 

25 genetiques utilises et la construction des acides nucleiques recombinants 
correspondants (Figures 2 et 3). 

2.1. Selection et isolement des acides nucleiques codant pour les 
enzymes. 

Dans cet exemple sont utilisees des acides nucleiques codant pour des 
30 methylases ou des methyltransferase issue d'organismes procaryotes ou 
eucaryotes et dont les sequences codantes sont des analogues de la sequence 
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codante de la Cyclopropane Fatty Acide Synthase decrite par Wang et al (1992 
B,ochemistry, 31, 11020-11028). Plus particu.ierement. un acide nuc.eique 
codant pour la Cyclopropane Fatty Acide Synthase est isole et sa sequence 

verifiee. 

Par ailleurs, pour ameliorer I'efficacite du procede, dans un mode de 
real.sat,on particulier, un deuxieme acide nucleique peut etre utilise, codant pour 
la SAM synthetase dont la sequence nucleotidique est decrite par Pe.eman et al 
(1989 Plant Cell, 1, 81-93). 

2.2. Selection des regions promotrices 

Pour la construction des acides nucleiques recombinants, differents types 
de promoteurs peuvent etre utilises, et en particulier tout promoteur fonctionne. 
dans les plantes et permettant le controle de I'expression des genes. 

Dans cet exemple, les promoteurs utilises sont le promoteur 35S du virus 
de la mosalque du chou fleur et le promoteur du gene de ,a nopa.ine synthase 
(nos). La structure de ces promoteurs a ete decrite par exemple par Benfey et 
Chua (1990, Science, 250 959-966). 

2.3. Selection des regions terminatrices de la transcription. 

Dans cet exemple, les regions terminatrices de la transcription utilisees 
prov.ennent soit directement du gene utilise (Figure 3), soit des genes de la 
nopal.ne synthase (nos) et de Toctopine synthase (ocs). 

2.4. Construction des acides nucleiques recombinants (vecteurs) 

Pour construire les acides nucleiques recombinants permettant 
d-mtroduire les e.ements ci-dessus dans les ce.lu.es de plantes, ces elements 
genetiques sont tout d'abord iso.es et sous Cones dans des vecteurs de c.onage 
de type P BR322 et pUC, qui portent des marqueurs permettant .a selection des 
transformants qui procurent une resistance a des agents cytotoxiques te.s que 
antibiotiques, toxines, etc. Les cassettes depression sont ensuite introduites 
dans des vecteurs binaires contenant les sequences necessaires a la 
transformation des p.antes, en particu.ier, le vecteur T-DNA. Ce vecteur est 
ut.li* pour .a transformation des p.antes et la structure des vecteurs contenant 
les sequences specifies de reconnaissance (RB et LB) a ete .argement decrite 
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dans la litterature (Livre de Hoekema, the binary Plant Vector Systems, 
Offsetdrukkerij Kanters B.V., Alblasserdam, 1985. Molecular genetics of the 
Bacteria-Plant Interaction, Puhler A. Ed. t Springer-Verlag, NY, 1983. Plant 
Genetic Transformation and Gene expression : A Laboratory Manual Draper J. t 
5 Scott R., Armitage P., et Walden R. Eds, Blackwell Scientific Publications, 
Oxford, 1988. Kahl G. et Weising K., (1993) Genetic engineering of plant cells. 
Dans Biotechnology : Genetics Fundamentals and genetic Engineering. Rehm 
H.J., Reed G. ( Puhler A. et Stadler P. Eds, VCH Publishers Inc., New York (USA) 
Vol 2, pp 547-659). 

10 La structure des acides nucleiques recombinants ainsi prepares est 

representee sur les Figures 2 et 3. 

Etape 3 : Transformation du v£g£tal 

Dans un premier temps, des protoplastes, des cellules vegetales, des 
15 tissus ou des plantes de tabac sont transformees genetiquement par les acides 
nucleiques recombinants decrits ci-avant, par utilisation de methodes de 
transfert indirect a Paide d'un vecteur tel que les agrobacteries (par exemple 
Agrobacterium tumefaciens: C58C1Rif : pGV2260; Deblaere et al., 1985) ou en 
utilisant des methodes de transformation directe (electroporation, bombardement 
20 de particules, infiltration sous vide, etc., (Kahl et Weising, 1993). 

Dans le cas d'utilisation de transfert de gene indirect, les agrobacteries 
contiennent un plasmide possedant les regions vir (plasmide Ti desarme) 
necessaires au transfert du T-DNA dans les cellules vegetales. 

Dans une premiere etape facultative, les cellules sont transformees par un 
25 acide nucleique recombinant (figure 3) codant pour la SAM synthetase. Les 
transformants possedant un/fort potent iel methylant sont alors selectionnes. 

Ces lignees, ou des cellules non encore transformees, sont ensuite 
transformees genetiquement en vue d'inserer dans leur genome un acide 
nucleique recombinant (figure 2) contenant le gene codant pour la CFA synthase 
30 decrite precedernment. 
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Le protocole utilise pour realiser ces transformations a ete decrit par Van 
Lijsebettens et al. (1986 J. Mol. Biol., 188, 129-145) ou repertories dans la 
litterature (Plant Genetic Transformation and Gene Expression : A Laboratory 
Manual. Draper J., Scott R., Amritage P., et Walden R. Eds, Blackwell Scientific 
Publications, Oxford, 1988 ; Kahl G. Et Weiding K (1993) Genetic engineering of 
plant cells. Dans Biotechnology: Genetics Fundamentals and genetic 
Engineering. Rehm H.J., Reed G., Puhler A. et Stadler P. Eds, VCH Publishers 
Inc., New York (USA) Vol. 2, pp547-659). 

Etape 4 : Culture e t selection pes plantes transformees . 

Les cellules vegetales transformees par les vecteurs contenant les 
constructions precedemment decrites sont ensuite regenerees a partir de 
cellules isolees, de cals ou de disques foliaires en utilisant les techniques 
habituelles de cultures de plantes (Plant Cell Culture : A pratical Approach. 
Dixon R.A. ed., IRL Press, Oxford, Washington DC, 1985). Les cellules et 
plantes transformees sont mises en culture suivant les procedures habituelles et 
decrites dans la litterature. La selection des cellules et plantes transformees 
s'effectue lors de leur culture, sur milieu selectif contenant un antibiotique ou 
toxine specifiques de la cassette introduite. 

Etape 5 : Analyse pes transformants 

Les transformants ainsi produits sont ensuite analyses a plusieurs 
niveaux: 

a) - Analyse directe confirmant la presence du gene dans la cellule vegetale 
ou la plante, realisee soit par Southern blot ou analyses PCR necessitant des 
extractions d'ADN genomique. (Protocole decrit dans le Sambrook et/ou le 
Current Protocol). 

Sambrook J., Fritsch E.F. et Maniatis T. dans Molecular Cloning. A 
Laboratory Manual. Irwin N., Ford N., Nolan C. et Ferguson M. eds, Cold Spring 
Habor Laboratory Press. 1989. 
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Current protocols in Molecular Biology. Ausubel F. M. Brent R. Kingston 
R.E., Moore D.D., Seidman J.G., Smith J. A. et Struhl K. eds , Current Protocols 
Inc Wiley, Massachusetts..., Vol. 1: Molecular Biology - Techniques. 1994 t Vol. 
2: Molecular Biology - Laboratory. 1994. 

5 

b) - Analyse du produit du gene i.e. ARNm par Northern blot et confirmant la 
transcription du gene (Protocole decrit dans le Sambrook et/ou le Current 
Protocol cites ci-dessus). 

10 c) - Analyse de la proteine synthetisee, I'enzyme (confirmant la traduction du 
gene en proteine) et permettant de s'assurer de la fonctionalite de celle-ci 
(dosage enzymatique immunoblot, Western blot). 

Le dosage de la SAM synthetase et du pool SAM dans les cellules est 
realise plus particulierement en suivant le protocole decrit par Mathur et Sachar 
15 (1981 FEBS Lett., 287, 113-117). 

Le dosage de la CFA synthase dans les cellules et plantes de tabac est 
realise suivant le protocole decrit par Taylor et Cronan (1979 Biochemistry, 18, 
3292-3300). 

20 d) - L'analyse et Identification des triglycerides synthetises sont realisees 
par utilisation de techniques chromatographiques de type HPLC, GC-MS ou par 
RMN apres extraction en utilisant les protocoles decrit dans la litterature. 

Ces experiences permettent de verifier que les acides nucleiques 
recombinants sont fonctionnels, qu'ils peuvent etre introduits dans les cellules de 

25 plantes, que lesdites cellules peuvent etre regenerees, et que ces cellules 
produisent effectivement des acides gras ramifies. Ces acides peuvent par la 
suite etre recuperes directement dans les graines des plantes correspondantes, 
par les techniques d'extraction connues. 



30 
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Exemple B : Construction d'une cellule de plante genetiquement modifiee 

CAPABLE DE PRODUIRE DES ACIDES GRAS RAMIFIES (MULTIBRANCHES) AU COURS DE 
L'ELONGATION 

Cet exemple illustre la construction de plantes genetiquement modifiees 
capables de produire des acides gras ramifies multibranches. En particulier, cet 
exemple decrit I'insertion par genie genetique dans le genome de la plante d'un 
gene ou d'un ensemble de genes conduisant la plante a utiliser un Acyl-CoA non 
lineaire ayant un nombre d'atomes de carbone superieur a 3 (le methylmalonyl 
CoA par exemple) a la place du malonyl CoA afin d'obtenir des acides gras 
ramifies dits multibranches tels que I'acide 2, 4, 6, 8-tetramethyl decanoTque. La 
synthese des acides gras se produisant dans les chloroplastes, I'acide nucleique 
recombinant insere comporte avantageusement un gene codant pour une 
malonyl-CoA decarboxylase (E.C. N° 4.1.1.9) de telle sorte que cette enzyme 
soit active au niveau chloroplastique ou bien a un autre niveau de la cellule. 
Ceci est obtenu soit par introduction de I'acide recombinant dans les 
chloroplastes, soit par insertion d'un peptide de transit permettant I'adressage de 
la proteine dans ce compartiment. 

La construction de ces plantes transgeniques selon I'invention est 
effectuee selon les etapes suivantes (Figure 4). 

ETAPE 1 : MATERIEL VEGETAL UTILISE 

Le materiel vegetal utilise est identique a celui decrit dans I'exemple A. 

ETAPE 2 : CONSTRUCTIONS GENIQUFS 

La transformation genetique consiste a introduire une cassette 
^expression comprenant le gene a transferer, le promoteur d'expression de ce 
gene qui pourra permettre une expression constitutive, spatiale ou temporelle et 
une sequence nucleotidique supplemental codant pour un peptide de transit 
permettant I'adressage de la proteine dans un compartiment cellulaire ou elle 
sera active. 
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2.1. Selection et isolement des acides nucleiques codant pour les 
enzymes. 

Utilisation du gene codant pour la malonyl-CoA decarboxylase dont la 
sequence nucleotidique est decrite par Kolattukudy et al. (1987) ou toutes autres 

5 sequences nucleotidiques analogues provenant d'autres organismes ou 
microorganismes procaryotes ou eucaryotes. 

Kolattukudy P.E. Rogers L.M., Poulose A.J., Jang S.H., Kim Y.S., 
Cheesbrough T.M. et Liggitt D.H. (1987) Developmental pattern of the 
expression of malonyl-CoA decarboxylase gene and the production of unique 

10 lipids in the goose uropygial glands. Arch. Biochem. Biophys., 256, 446-454. 

Fernandese N.D. et Kolattukudy P.E. (1996) Cloning, sequencing and 
characterization of a fatty acid synthase-encoding gene from Mycobacterium 
tuberculosis var. bovis BCG. Gene, 170, 95-99. 

Dans certains cas, des composants de la synthese d'acides gras sont 

15 localises dans les chloroplastes ou autres organelles. Dans notre cas, I'enzyme 
synthetisee : malonyl-CoA decarboxylase, doit etre transportee dans les 
chloroplastes pour etre active. II faudra ajouter dans nos constructions geniques 
une sequence d'ADN codant pour un peptide de transit operationel et reconnu 
par la plante receptrice. Ces peptides de transit sont en general des sequences 

20 leader qui devront etre combinees a la sequence nucleotidique du gene associe 
a un promoteur specifique. Ces sequences "signal" peuvent etre representees 
par n'importe quelles autres sequences nucleotidiques derivees de celle d'un 
gene qui s'exprime dans le cytoplasme avant d'atteindre son compartiment 
reactionnel approprie. UADN de ces peptides de transit peuvent provenir 

25 d'autres plantes. Cela peut etre, par exemple, le peptide de transit de la petite 
sous unite de la RUBISCO du soja ou les sequences codant pour les 6 ou 12 
acides amines terminaux de la petite sous unite mature de la RUBISCO de pois 
et mentionnes dans le brevet de Calgene WO 94/29467 (Schema de type 4). 

2.2. Selection des regions promotrices 

30 Dans cet exemple, les promoteurs utilises sont le promoteur 35S du virus 

de la mosaTque du chou fleur et le promoteur du gene de la nopaline synthase 
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(nos). La structure de ces promoteurs a ete decrite par exemple par Benfey et 
Chua (1990, Science, 250 959-966). 

2.3. Selection des regions terminatrices de la transcription 

Dans cet exemple, les regions terminatrices de la transcription utilisees 
proviennent des genes de la nopaline synthase (nos) et de I'octopine synthase 
(ocs) (Figure 4). 

2.4. Construction des acides nucleiques recombinants (vecteurs) 

Pour construire les acides nucleiques recombinant permettant d'introduire 
les elements ci-dessus dans les cellules de plantes, ces elements genetiques 
sont tout d'abord isoles et sous clones dans des vecteurs de clonage de type 
pBR322 et pUC, qui portent des marqueurs permettant la selection des 
transformants qui procurent une resistance a des agents cytotoxiques tels que 
antibiotiques, toxines, etc Les cassettes d'expression sont ensuite introduites 
dans des vecteurs binaires contenant les sequences necessaires a la 
transformation des plantes, en particulier, le vecteur T-DNA. Ce vecteur est 
utilise pour la transformation des plantes et la structure des vecteurs contenant 
les sequences specifiques de reconnaissance (RB et LB) a ete largement decrite 
dans la litterature (Livre de Hoekema, the binary Plant Vector Systems, 
Offsetdrukkerij Kanters BAA, Alblasserdam, 1985. Molecular genetics of the 
Bacteria-Plant Interaction, Puhler A. Ed., Springer-Verlag, NY, 1983. Plant 
Genetic Transformation and Gene expression : A Laboratory Manual Draper J., 
Scott R., Armitage P., et Walden R. Eds, Blackwell Scientific Publications, 
Oxford, 1988. Kahl G. et Weising K, (1993) Genetic engineering of plant cells. 
Dans Biotechnology : Genetics Fundamentals and genetic Engineering. Rehm 
H.J., Reed G. ( Puhler A. et Stadler P. Eds, VCH Publishers Inc., New York (USA) 
Vol 2, pp 547-659). 

La structure des acides nucleiques recombinants ainsi prepares est 
representee sur la Figure 4. 

Etape 3 : Transformation du vegetal 
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Dans un premier temps, des protoplastes, des cellules vegetales, des 
tissus ou des plantes de tabac sont transformees genetiquement par les acides 
nucleiques recombinants decrits ci-avant, par utilisation de methodes de 
transfert indirect a I'aide d'un vecteur tel que les agrobacteries (par exemple 
5 Agrobacteriurn tumefaciens: C58C1Rif : pGV2260; Deblaere et al., 1985) ou en 
utilisant des methodes de transformation directe (electroporation, bombardement 
de particules, infiltration sous vide, etc., (Kahl et Weising, 1993). 

Dans le cas d'utilisation de transfert de gene indirect, les agrobacteries 
contiennent un plasmide possedant les regions vir (plasmide Ti desarme) 
10 necessaires au transfert du T-DNA dans les cellules vegetales. 

Les cellules sont transformees genetiquement en vue d'inserer dans leur 
genome un acide nucleique recombinant (figure 4) contenant le gene codant 
pour la malonyl-CoA decarboxylase decrite precedemment. 

Le protocole utilise pour realiser ces transformations a ete decrit par Van 
is Lijsebettens et al. (1986 J. Mol. Biol., 188, 129-145) ou repertorie dans la 
litterature (Plant Genetic Transformation and Gene Expression : A Laboratory 
Manual. Draper J., Scott R., Amritage P., et Walden R. Eds, Blackwell Scientific 
Publications, Oxford, 1988 ; Kahl G. Et Weiding K. (1993) Genetic engineering of 
plant cells. Dans Biotechnology: Genetics Fundamentals and genetic 
20 Engineering. Rehm H.J., Reed G., Puhler A. et Stadler P. Eds, VCH Publishers 
Inc., New York (USA) Vol. 2, pp547-659). 

Etape 4 : Culture et selection pes plantes transformees . 

Les cellules vegetales transformees par les vecteurs contenant les 
25 constructions precedemment decrites sont ensuite regenerees a partir de 

cellules isolees, de cals ou de disques foliaires en utilisant les techniques 

habituelles de cultures de plantes (Plant Cell Culture ; A pratical Approach. 

Dixon R.A. ed., IRL Press, Oxford, Washington DC, 1985). Les cellules et. 

plantes transformees sont mises en culture suivant les procedures habituelles et 
30 decrites dans la litterature. La selection des cellules et plantes transformees 
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s'effectue lors de leur culture, sur milieu selectif contenant un antibiotique ou 
toxine specifiques de la cassette introduce. 

Etape 5 : Analyse pes transformants 

Les transformants ainsi produits sont ensuite analyses a plusieurs 
niveaux: 

a) - Analyse directe confirmant la presence du gene dans la cellule vegetale 
ou la plante, realisee soit par Southern blot ou analyses PCR necessitant des 
extractions d'ADN genomique selon un Protocole decrit dans : 

- Sambrook J., Fritsch E.F. et Maniatis T. dans Molecular Cloning. A 
Laboratory Manual. Irwin N., Ford N., Nolan C. et Ferguson M. eds, Cold Spring 
Habor Laboratory Press. 1 989 ou, 

- Current protocols in Molecular Biology. Ausubel F. M. Brent R. Kingston 
R.E., Moore D.D., Seidman J.G., Smith J. A. et Struhl K. eds , Current Protocols 
Inc Wiley, Massachusetts..., Vol. 1: Molecular Biology - Techniques. 1994 et Vol. 
2. Molecular Biology - Laboratory. 1 994. 

b) - Analyse du produit du gene i.e. ARNm par Northern blot et confirmant la 
transcription du gene (Protocole decrit dans le Sambrook et/ou le Current 
Protocole cites ci-dessus). 

c) - Analyse de la proteine synthetisee, I'enzyme (confirmant la traduction du 
gene en proteine) et permettant de s'assurer de la fonctionalite de celle-ci 
(dosage enzymatique immunoblot, Western blot). 

d) Dosage de la Malonyl-CoA decarboxylase suivant le protocole decrit par 
Kolattuduky et al. (1987) : Developmental pattern of the expression of Malonyl- 
CoA decarboxylase gene and the production of unique lipids in the goose 
uropygial glands. Arch. Biochem. Biophys., 256, 446-454. 

e) - L'analyse et Identification des triglycerides synthetises sont realisees 
par utilisation de techniques chromatographiques de type HPLC, GC-MS ou par 
RMN apres extraction en utilisant les protocoles decrit dans la litterature. 

Ces experiences permettent de verifier que les acides nucleiques 
recombinants sont fonctionnels, qu'ils peuvent etre introduits dans les cellules de 
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plantes, que lesdites cellules peuvent etre regenerees, et que ces cellules 
produisent effectivement des acides gras ramifies. Ces acides peuvent par la 
suite etre recuperes directement dans les graines des plantes correspondantes, 
par les techniques d'extraction connues. 
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REVENDICATIONS 

1. Cellule de plante comprenant un acide nucleique recombinant 
codant pour un produit induisant ou stimulant dans ladite cellule, la synthese 
d'acides gras ramifies. 

2. Cellule de plante selon la revendication 1, caracterisee en ce que 
I'acide nucleique recombinant code pour un produit permettant d'induire ou de 
stimuler la ramification post-synthese des acides gras produits par ladite cellule. 

3. Cellule de plante selon la revendication 2, caracterisee en ce que 
I'acide nucleique recombinant code pour une enzyme permettant le transfert d'un 
ou plusieurs groupements alkyl sur la ou les doubles liaisons des acides gras 
insatures. 

4. Cellule de plante selon la revendication 3, caracterisee en ce que 
I'acide nucleique recombinant code pour une methyle transferase. 

5. Cellule de plante selon la revendication 3, caracterisee en ce que 
I'acide nucleique recombinant code pour une cyclopropane fatty acide synthase. 

6. Cellule de plante selon la revendication 3, 4 ou 5, caracterisee en 
ce qu'elle comprend en outre, un acide nucleique recombinant codant pour la 
SAM synthetase. 

7. Cellule de plante selon la revendication 1, caracterisee en ce que 
I'acide nucleique recombinant code pour une enzyme permettant de forcer ladite 
cellule de plante a utiliser un substrat comportant un nombre d'atomes de 
carbone superieur a 3 pour la synthese de la chaine aliphatique. 

8. Cellule de plante selon la revendication 7, caracterisee en ce que 
I'acide nucleique recombinant code pour une enzyme capable de forcer la plante 
a utiliser un acyl-CoA non lineaire, tel que notamment le methylmalonyl CoA. 

9. Cellule de plante selon la revendication 8, caracterisee en ce que 
I'acide nucleique recombinant code pour une malonyl CoA decarboxylase. 

10. Plante transgenique caracterisee en ce qu'elle contient au moins 
une cellule selon I'une quelconque des revendication 1 a 9. 

11. Acide nucleique recombinant caracterise en ce qu'il contient : 
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- une sequence d'acide nucleique codant pour une enzyme permettant le 
transfert d'un ou plusieurs groupements alkyls sur la ou les doubles liaisons des 
acides gras insatures, ou pour une enzyme permettant de for?er une cellule de 
plante a utiliser un substrat comportant un nombre d'atomes de carbone 

5 superieur a 3 comme substrat pour la synthese de la chaine aliphatique ; 

- un promoteur controlant I'expression dudit acide nucleique dans une 
cellule de plante, 

- une region en 3' de terminaison de la transcription. 

12. Acide nucleique recombinant caracterise en ce que I'acide 
10 nucleique recombinant code pour une methyl transferase. 

13. Acide nucleique recombinant selon la revendication 11, caracterise 
en ce que I'acide nucleique recombinant code pour une cyclopropane fatty acid 
synthase. 

14. Acide nucleique recombinant selon Tune quelconque des 
is revendications 11 a 13 t caracterise en ce que sa sequence comprend en outre 

un acide nucleique codant pour la SAM synthetase. 

15. Acide nucleique recombinant selon Tune quelconque des 
revendications 11 a 13, caracterise en ce que I'acide nucleique recombinant 
code pour une malonyl-CoA decarboxylase. 

20 16. Vecteur comprenant un acide nucleique recombinant selon Tune 

quelconque des revendications 11 a 15. 

17. Procede de production d'acides gras ramifies par culture cellulaire 
d'une cellule de plante selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, et 
comprenant : 

25 - la culture de ces cellules dans un milieu approprie a leur croissance, 

- ('extraction et la purification des acides gras ramifies a partir des cellules 
ou du surnageant de ladite culture. 

18. Procede de preparation d'acides gras ramifies a partir d'une plante 
transgenique dont les cellules contiennent un acide nucleique recombinant selon 

30 Tune quelconque des revendications 1 1 a 15, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la culture en champs desdites plantes transgeniques ; 
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- la recuperation des graines desdites plantes ; 

- I'extraction des acides gras a partir de ces graines. 

19. Utilisation d'une plante transgenique selon la revendication 10, 
regeneree a partir d'une cellule selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 

5 pour la production d'acides gras ramifies. 

20. Utilisation d'une plante ou partie d'une plante transgenique dont 
certaines cellules au moins comprennent un acide nucleique recombinant selon 
la revendication 1 1 , pour la production d'acides gras ramifies. 

21. Acides gras ramifies susceptibles d'etre obtenus par le procede de 
10 Tune quelconque des revendications 17 ou 18. 

22. Procede de preparation d'une plante transgenique capable de 
produire des acides gras ramifies, comprenant I'introduction d'un acide nucleique 
recombinant tel que defini dans la revendication 1 1 dans une cellule ou partie de 
plante et la regeneration, a partir de ces cellules ou parties de plantes d'une 

is plante transgenique. 
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- une sequence d'acide nucleique codant pour une enzyme permettant le 
transfert d'un ou plusieurs groupements alkyls sur la ou les doubles liaisons des 
acdes gras insatures, ou pour une enzyme permettant de forcer une cellule de 
Plante a utiliser un substrat comportant un nombre d'atomes de carbone 
supeneur a 3 comme substrat pour la synthese de la chalne aliphatique ; 

- un promoteur controlant I'expression dudit acide nucleique dans une 
cellule de plante, 

- une region en 3' de terminaison de la transcription. 

12. Acide nucleique recombinant selon la revendication 1 1 , caracterise 
en ce que la sequence d'acide nucleique code pour une methyl transferase. 

1 3. Acide nucleique recombinant selon la revendication 1 1 , caracterise 
en ce que .'acide nucleique recombinant code pour une cyclopropane fatty acid 
synthase. 

14. Acide nucleique recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 11 a 13, caracterise en ce que sa sequence comprend en outre 
un acide nucleique codant pour la SAM synthetase. 

15. Acide nucleique recombinant selon Tune quelconque des 
revendications 11 a 13, caracterise en ce que I'acide nucleique recombinant 
code pour une malonyl-CoA decarboxylase. 

16. Vecteur comprenant un acide nucleique recombinant selon Tune 
quelconque des revendications 11 a 15. 

17. Precede de production tfacides gras ramifies par culture cellulaire 
d'une cellule de plante selon Tune que.conque des revendications 1 a 9 et 

comprenant : 

- la culture de ces cellules dans un milieu approprie a leur croissance 

- ("extraction et la purification des acides gras ramifies a partir des cellules 
ou du surnageant de ladite culture. 

18. Precede de preparation d'acides gras ramifies a partir d'une plante 
transgenique dont les ceHules contiennent un acide nucleique recombinant se.on 
I une quelconque des revendications 1 1 a 1 5, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la culture en champs desdites plantes transgeniques ; 
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REVENDICATIONS 



1. Proced§ de production d'acides gras ramifies, caracteris§ en ce que 
lesdits acides gras ramifies sont produits a partir d'une cellule de plante ou d'une 

5 plante ou partie d'une plante comprenant au moins une cellule de plante, ladite 
cellule de plante comprenant dans son genome un acide nucleique recombinant 
codant pour un produit induisant ou stimulant la synthese d'acide(s) gras ramifie(s). 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 caracteris6 en ce qu'il comprend en 
outre une etape d'extraction des acides gras ramifies. 

io 3. Proc6de selon Tune des revendications 1 a 2, caracterise en ce que 

I'acide nucleique recombinant code pour un produit permettant d'induire ou de 
stimuler la ramification post-synthese des acides gras produits par ladite cellule. 

4. Proc6d6 selon la revendication 3, caracterise en ce que I'acide 
nucleique recombinant code pour une enzyme permettant le transfert d'un ou 

15 plusieurs groupements alkyl sur la ou les doubles liaisons des acides gras insatures. 

5. Proc6de selon la revendication 4, caracterise en ce que I'acide 
nucl6ique recombinant code pour une methyle transferase. 

6. Procede selon la revendication 4, caracterisee en ce que I'acide 
nucleique recombinant code pour une cyclopropane fatty acide synthase. 

♦ 20 7. ProcSde selon Tune des revendications 3 a 6, caracterise en ce que la 

cellule veg§tale comprend en outre, un acide nucleique recombinant codant pour la 
SAM synthetase. 

8. Procede selon Tune des revendications 13 2, caracterise en ce que 
I'acide nucleique recombinant code pour une enzyme permettant de forcer ladite 

25 cellule de plante a utiliser un substrat comportant un nombre d'atomes de carbone 
superieur a 3 pour la synthase de la chaTne aliphatique. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterisee en ce que I'acide 
nucleique recombinant code pour une enzyme capable de forcer la plante a utiliser 
un acyl-CoA non lineaire, tel que notamment le methylmalonyl CoA. 

30 10. Procede selon la revendication 9, caracterisee en ce que I'acide 

nucleique recombinant code pour une malonyl CoA decarboxylase. 

11. Acide nucleique recombinant caracterise en ce qu'il comprend: 
- un acide nucleique codant pour un produit induisant ou stimulant la synthese 
d'acide(s) gras ramifie(s), 
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- un promoteur controlant Pexpression dudit acide nucleique, et capable de 
causer une expression de cet acide nucleique localisee a certains tissus v6g6taux ou 
certaines parties vegetales, et, 

- une region 3' de terminaison de la transcription. 

5 12. Acide nucleique selon la revendication 11, caract6ris6 en ce que le 

promoteur est un promoteur capable de causer une expression de I'acide nucleique 
localisee dans la graine d'une plante. 

13. Acide nucleique recombinant comprenant: 

- un acide nucleique codant pour une m6thyl-transferase capable de catalyser 
10 le transfert d'un groupement methyle vers la chaTne aliphatique d'un acide gras 

insatur6, 

- un promoteur fonctionnel dans les cellules vegetales controlant Pexpression 
dudit acide nucleique, et, 

- une region 3' de terminaison de la transcription. 
15 14. Acide nucleique recombinant comprenant: 

- un acide nucleique codant pour une enzyme permettant de former une cellule 
de plante a utiliser un substrat comportant un nombre d'atomes de carbone 
superieur a 3 comme substrat pour la synthese de la chaTne aliphatique, notamment 
pour une malonyl CoA decarboxylase, 

20 - un promoteur fonctionnel dans les cellules vegetales controlant I'expression 

dudit acide nucleique, et, 

- une region 3' de terminaison de la transcription. 

15. Acide nucleique recombinant selon Tune quelconque des 
revendications 11 a 14, caracterise en ce que sa sequence comprend en outre un 

25 acide nucleique codant pour la SAM synthetase. 

16. Vecteur comprenant un acide nucleique recombinant selon Tune 
quelconque des revendications 11 a 15. 

17. Cellule de plante comprenant un acide nucleique recombinant tel que 
defini dans Tune des revendications 11 a 15 ou un vecteur selon la revendication 16. 

30 18. Cellule de plante selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'il 

s'agit d'une cellule de plante oleagineuse, choisie de preference parmi le colza, le 
tournesol, Tarachide, le soja et le maTs. 

19. Plante transgenique caracterisee en ce qu'elle contient au moins une 
cellule selon la revendication 17 ou 18. 
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20. Plante transgenique caracterisee en ce ses cellules contiennent un 
acide nucleique selon les revendications 11 a 15 ou un vecteur selon la 
revendication 16. 

21. Procede de production d'acides gras ramifies par culture cellulaire 
5 d'une cellule de plante selon Tune quelconque des revendications 17 ou 18, et 

comprenant : 

- la culture de ces cellules dans un milieu approprie a leur croissance, 

- I'extraction et la purification des acides gras ramifies & partir des cellules ou 
du surnageant de ladite culture. 

io 22. Proc6de de preparation d'acides gras ramifies & partir d'une plante 

transgenique dont les cellules contiennent un acide nucleique recombinant selon 
Tune quelconque des revendications 11 a 15, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la culture en champs desdites plantes transgeniques ; 

- la recuperation des graines desdites plantes ; 

is - I'extraction des acides gras a partir de ces graines. 

23. Utilisation d'une plante transgenique selon la revendication 19 ou 20, 
regeneree a partir d'une cellule selon Tune quelconque des revendications 17 ou 18, 
pour la production d'acides gras ramifies. 

24. Utilisation d'une plante ou partie d'une plante transgenique dont 
^20 certaines cellules au moins comprennent un acide nucleique recombinant selon la 

revendication 11, pour la production d'acides gras ramifies. 

25. Acides gras ramifies obtenus par le procede de I'une quelconque des 
revendications 1 a 10, 21 ou 22. 

26. Utilisation d'un ester d'acide gras ramifie susceptible d'etre obtenu par 
25 le procede de Tune quelconque des revendications 1 a 10, 21 ou 22 pour la 

preparation d'une composition lubrifiante. 

27. Procede de preparation d'une plante transgenique capable de produire 
des acides gras ramifies, comprenant I'introduction d'un acide nucleique recombinant 
tel que defini dans la revendication 11 dans une cellule ou partie de plante et la 

30 regeneration, a partir de ces cellules ou parties de plantes d'une plante 
transgenique. 
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